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摘 要 
微流控芯片利用微加工技术在芯片上制作各种功能单元构成微型化学系统，
并在该系统中完成样品的前处理、化学反应、分离、检测等功能。微流控芯片分
析系统因其微型化、集成化、高效、低耗等优点，在生物医学、高通量药物合成
筛选、环境检测与保护等众多领域具有巨大的应用潜力。 
抗体是机体产生特异性免疫效应的免疫球蛋白，其中IgG是血清学诊断和疫
苗免疫后检测的主要效应蛋白质，血清免疫球蛋白的含量对于某些疾病的诊断和
治 疗 具 有 指 导 意 义 。 本 文 主 要 研 究 了 玻 璃 - 聚 二 甲 基 硅 氧 烷
（Poly(dimethylsiloxane) ，PDMS）微流控芯片上人IgG的免疫反应条件。 
本文首先研究玻璃-PDMS芯片的制作。其工艺流程包括掩模的制作、光刻、
湿法腐蚀、PDMS的制作。在实验中优化了影响最终图形分辨率和高深宽度比的
主要工艺条件如曝光时间、显影时间、腐蚀时间和温度等。 
在此芯片上以人IgG为对象确定免疫反应最佳的优化条件。直接固定Cy3标
记的人IgG 样品，可评价蛋白质在氨基玻片表面的固定效率。通过荧光标记抗人
IgG 与玻片上固定的人IgG 的反应，可评价已固定蛋白质的反应活性。实验主要
结果如下： 
⑴通过玻片上固定不同浓度人IgG，经过洗涤、封闭，再加入相同浓度Cy3
标记的羊抗人IgG与之杂交，检测各点的荧光强度，确定了人IgG固定的饱和浓度
为1mg/mL。 
⑵采用0.04 mg/mL的Cy3标记的羊抗人IgG，人IgG与荧光二抗有最大的结合
力。 
⑶不同吸液次数的0.005 mg/mL的人IgG与饱和浓度的Cy3标记的羊抗人IgG
反应得出0.005 mg/mL的人IgG最大吸液次数为7次。 
⑷玻片上饱和浓度的人IgG与不同吸液次数的0.0004 mg/mL的Cy3标记的羊
抗人IgG反应得出0.0004 mg/mL的荧光二抗的最大吸液次数为6次。 
⑸将本方法与酶联免疫吸附实验（Enzyme linked immunosorbent assay，
ELISA）进行了比较，结果表明本方法灵敏度更高。人IgG的最低检测浓度为
5ng/mL。 
⑹以芯片上人 IgG的条件优化初步研究了HIV抗体的间接荧光免疫法
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（indirect immunofluorensce assay，IFA）检测。 
总的来说，与传统的ELISA方法相比，芯片上的荧光标记法灵敏度更高，而
且成本低、信号稳定、操作简便，是很有前景的检测方法。 
 
关键词：微流控芯片；蛋白芯片；人IgG 
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Abstract 
Microfluidic chip is an integrating variously functional unit through 
microfabrication. on which sample pretreatment，chemical reaction，separation，
detection and other operations are completed. Microfluidic chip has many 
advantages：miniaturization，integration，high performance and low cost. So it has 
great potential in biomedicines，medicine synthesizing and screening，environment 
protection and monitoring. 
Antibody is a immunoglobulin which is a specific immune response to the 
airframe，and IgG is the main protein to the detection of serological diagnosis and 
vaccine immunity. The concent of serum immune globulin plays an important guiding 
role in certain diseases diagnosis and treatment. In this paper，attention is paid to the 
development of a glass-PDMS microfluidic chip and evaluation on the model of 
human IgG.. 
A method has been established to prepare glass-PDMS microfluidic chip in this 
paper. The fabrication process includes preparation of mask，exposure of photoresist，
development of patten，wet etching and preparation of the base PDMS. We determine 
the optimum conditions affecting the depth breadth ratio and exactitude such as the 
time of exposure and development of patten，the temperature and the time of wet 
etching，et al. 
To determine the optimum conditions of immune reaction on glass-PDMS 
microfluidic chip，we put IgG to the on-chip tests. Cy3 labeled goat anti-human IgG is 
directly immobilized on microfluidic chip，to estimate immobilization efficiency of 
protein. The anti-human IgG is hybridized with human IgG immobilized on the glass 
to evaluate the activity of immobilized protein. The main results are shown as 
follows： 
⑴A series of diluted human IgG are immobilized on the surface of the glass. The 
Cy3 labeled second antibody is added on. After incubation and washing, the 
microchips are scanned with fluorescence microscope. The maximum concentration is 
effective for the immobilization of IgG is then determined 1mg/mL. 
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⑵The optimal dilution of Cy3 labeled goat anti-human IgG is 0.04 mg/mL，
huaman IgG has a maximum combination with Cy3 labeled goat anti-human IgG.. 
⑶0.005 mg/mL human IgG are repectively applied on the same channel with 
saturated concentration of Cy3 labeled goat anti-human IgG，Results show the 
maximum channel suck times is seven times.  
⑷Saturated concentration of human IgG repectively reacted with 0.004 mg/mL 
Cy3 labeled goat anti-human IgG. The experiment result suggests the maximum 
channel suck times is six times. 
⑸Compared this method with traditional ELISA，the chip method exhibits 
higher sensitivity. Moreover，the detection limit of human IgG is at the level of 
5ng/mL. 
⑹The on-chip HIV antibody detection according to the optimum conditions has 
been tested. Results show HIV antibody can be detected by indirect 
immunofluorensce assay. 
Compared with traditional ELISA method, this on-chip Cy3 fluorescence 
detection method is more versatile and more sensitive of lower cost and has more 
stable signal. The prospect for this on-chip Cy3 fluorescence is great. 
 
Key word：microfluidic chip；protein chip；human IgG 
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第一章 前言 
1.1 微流控芯片的发展简史 
早期发展阶段（1975-1989）：1975 年，Terry 等人在一块硅片上加工出了一
种芯片型的气相色谱分析器，它由一个注液阀门和一个 1.5 米长的分离柱组成，
能在几秒钟内对混合物进行分离。虽然这个器件具有尺寸小，分离快速的突出特
点，但是由于当时分离技术相对落后以及缺乏对类似器件的操作经验，整个科学
界对这项划时代的工作响应寥寥。这段时间较受关注的研究领域是对微泵、微阀
以及化学传感器的微加工，而将微泵、微阀、化学传感器与其他结构（如微流道）
进行集成研究的报道相对较少。 
复兴期（1990-1993）：微全分析系统的概念是在1990年首次由瑞士Ciba-Geigy
公司的Manz与Widmer提出[1]，当时主要强调了分析系统的“微”与“全”，及
微管道网络的MEMES加工方法，而并未明确其外型特征。次年Manz等即在平板
微芯片上实现了毛细管电泳与流动注射分析，从而把微系统的主要构型定位为一
般厚度不超过5毫米，面积为数平方厘米至十几平方厘米的平板芯片[2]。但直到
1994年之前这一新领域的发展前景并不十分明朗。 
快速发展期（1994-1997）：1994年始，美国橡树岭国家实验室Ramsey等[3]
在Manz的工作基础上发表了一系列论文，改进了芯片毛细管电泳的进样方法，
提高了其性能与实用性，引起了更广泛的关注。在此形势下，该年首届μTAS会
议以工作室的形式在荷兰Enchede举行，起到了推广微全分析系统的作用。1995
年美国加州大学Berkeley分校的Mathies等人[4]在微流控芯片上实现了高速DNA
测序，微流控芯片的商业开发价值开始显现，而此时微阵列型的生物芯片己进入
实质性的商品开发阶段.同年9月，首家微流控芯片企业，Caliper Technologies公
司在美成立，虽然只有三十多名雇员，但一年即集资近千万美元。1996年Mathies
等[5]又将基因分析中有重要意义的聚合酶链反应(PCR)扩增与毛细管电泳集成在
一起，展示了微全分析系统在试样处理方面的潜力，次年他们又实现了微流控芯
片上的多通道毛细管电泳DNA测序，从而为微流控芯片在基因分析中的实际应
用提供了重要基础。与此同时，有关企业中的微流控芯片研究开发工作也在加紧
进行。 
深入研究阶段（1998-目前）：1998年之后专利之战日益激烈，一些微流控
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芯片开发企业纷纷与世界著名分析仪器生产厂家合作，利用各自的优势技术平台
抢先推出首台微流控分析仪器。1999年9月惠普(现Agilent)与Caliper联合研制的首
台微流控芯片商品化仪器开始在欧美市场销售，至2000年8月已可提供用于核酸
及蛋白质分析的5-6种芯片。其它几家厂商也于今年开始将其产品推向市场。200 
0年5月第四届国际µ-TAS会议的召开是对微全分析系统发展的一次全面检阅，它
预示着微全分析系统的一个更大的发展高潮即将到来。 
1.2 微流控芯片的基本概念 
微流控既是一种科学也是一种技术，是使用微米级的通道对微量液体或样品
进行处理或控制的系统[6]，是在微电子、微机械、生物工程和纳米技术基础上发
展起来的一门全新的交叉学科。微流控芯片可以把样品的制备、反应、分离和检
测等操作集成到芯片上，由微通道网络来调控反应过程。 
微流控芯片具有广泛的应用前景，表1.1对它的应用领域和实际的应用情况
进行了总结。纯粹从科学的角度看，微流控检测系统是很有意义的，首先因为它
的微米级结构显著增大了流体环境的面积/比例体积，从而提高了分析性能。例
如在微观进行的操作比在受扩散限制的宏观系统更有效，因为较短的距离更有利
于物质的传输。另外，微流控检测系统还有许多潜在的优点。例如，可以使用许
多不同的检测方法，样品准备同时在一芯片完成，真正的分析时间少。微型化其
他重要的因素是试样和试剂消耗较少，即时分析，更严格地使用化学药品。我们
还必须考虑到，器件尺寸的减小虽然提高了分析分辨率，却增大了检测难度，增
大了堵塞的可能性，表面更容易产生吸附现象。 
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表1.1 微流控芯片的应用  
Table1.1 The application of microfluidic chip 
微流控芯片的应用领域                            实际应用 
基因、蛋白质研究                    快速高通量测序、DNA指纹识别、法
医学应用、基因表达分析等 
化学、生物防御战                    病原体、毒素的检测和确、早期诊断、
治疗类选法  
临床分析                            对血液和体液进行快速分析、根据免
疫、酶分析的结果进行及时诊断、电化
学检测、细胞技术等  
高通量药物筛选                      药物的并行反应和分析、毒理分析等 
环境检测                            原位环境污染分析 
植入式器件                          用于活体药物输送、以及活体疾病状况
监测等 
作为化学或生物化学研究的的实验工    并行反应、分析用生物样品的纯化、 
具〔如微量有机合成、样品制备、核    PCR， RT-PCR 反应等 
酸序列放大等)                        
作为进行基础研究的平台(如研究流     研究微流道内电渗和拉曼流特性、研究
体特性、研究化学反应进程、仿生研    酶底物的扩散特性、开发具有生物功能
究或研究微量样品等                  的器件、单分子检测等 
 
1.3 微流控芯片的材料与特点 
小型化和微型化的微流控芯片一般仅有几平方厘米大小，厚度不超过几个毫
米，因而分析芯片的材料[7]一般采用刚性材料和弹性材料。刚性材料有单晶硅、
无定性硅、玻璃、石英以及刚性的有机聚合物材料如环氧、聚脲、聚氨、聚苯乙
烯和聚甲基丙烯酸甲酯等；弹性材料有聚二甲基硅氧烷（Poly(dimethylsiloxane)，
PDMS）等。表 1.2 列出了各种芯片材料的优缺点。   
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表 1.2 芯片材料的优缺点 
Table1.2 Advantages and shortcomings of chip materials 
材料种类                   优点                          缺点 
单晶硅        具有化学惰性和热稳定性                 易碎，价格贵 
加工工艺成熟，可使用光刻和蚀刻         不能透过紫外线 
等制备集成电路                         电绝缘性能不够好
成熟工艺进行加工和批量生产             表面化学行为较复
杂 
玻璃和石英    很好的电渗性质                         难以得到深宽比大
的通道 
优良的光学性质                         加工成本高   
可用化学方法进行表面改性               键合难度较大 
光刻和蚀刻技术进行加工 
有机聚合物    成本低，品种多                         不耐高温   
 能通过可见与紫外光                     导热系数低 
可用化学方法进行表面改性               表面改性的方法待
易于加工，可通过铸造成型，激光         进一步研究 
溅射等方法得到深宽比大的通道 
可廉价大量地生产 
PDMS[7]          能重复可逆变形不发生永久              不耐高温，导热系 
          性破坏，用模塑法高保真地              数低 
          制备微流控芯片，能透过                表面改性的方法待 
          300nm 以上的紫外可见光，              进一步研究 
              耐用且化学惰性，无毒价廉 
 
1.4 微流控芯片的制作技术 
1.4.1 玻璃微流控芯片的制作 
玻璃微流控芯片的制作过程如图1.1所示。首先在玻璃底片的表面上喷涂上
一层将被腐蚀的牺牲层，常用的牺牲层是Cr/Au结构[8，9]，Cr薄膜层(厚度通常为
100-500A)的作用是加强底板和金层之间的粘合，它是真正的牺牲层。也有报道
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利用ITO导电玻璃为基材，直接利用ITO导电层（铟锡氧化物）作为牺牲层[10]。
另外可以利用光刻胶作为加工较浅通道的掩膜，在这种情形下，光敏材料起这两
个作用，一个是作为牺牲层，另一个作用是用来传递掩膜的结构模式[4]。 
其次，光胶作为光刻技术中将掩膜上的微结构精确转移到基片的关键媒介。，
根据用途不同，有多种黏度、光学性质及物理化学特征不同的品种。光胶有两种
基本类型，一种在曝光时发生交联反应形成难溶的聚合物（负型），另一种在曝
光时聚合物发生链断裂分解而变得更容易溶解（正型）。因此，负光胶曝光部分
显影后被固定而非曝光部分被洗掉，而正光胶的曝光部分则在显影后被洗掉，非
曝光部分被固定。 
当掩膜上的微结构转移到微芯片，并且此时微芯片上的这些位置的牺牲层已
去掉了，接下来的过程就是化学腐蚀了。化学刻蚀分两种，一种为湿法刻蚀，即
使用适当的刻蚀剂，对未被胶层覆盖的玻璃表层进行腐蚀。它通过化学刻蚀液与
被刻蚀物质之间的化学反应，将被刻蚀物质剥离下来。玻璃湿法刻蚀属于各向同
性刻蚀，最大问题是在刻蚀图形时容易产生塌边现象，即在纵向刻蚀的同时，也
出现侧向钻蚀，以致刻蚀图形的最小线宽受到限制。此外，根据不同需要调配刻
蚀剂成分，刻蚀温度、搅拌速度等参数也随不同的管道尺寸及刻蚀深度要求而具
体设置[11]。另一种为干法刻蚀，干法刻蚀不涉及溶液反应过程，刻蚀在气相进行，
主要有等离子体刻蚀和深度反应离子刻蚀两种方式。 
微通道腐蚀成型后，可除去牺牲层。再进行超声打孔。储液池的边界质量直
接影响了微流控芯片的键合和质量( 直接影响边界质量的因素是钻孔速度，而钻
孔速度受超声钻孔仪的电流强度影响）电流强度越大，钻孔速度越快，但是越容
易在钻孔的初始和结束阶段造成边界的塌陷。尤其是在结束阶段，需要有足够的
玻璃厚度保证实施低速钻孔，获得流畅的出口[12]。 
最后，将上有腐蚀成型沟道的玻璃底片与另一块玻璃底片进行键合制成完整
的微流控芯片。玻璃微流控芯片的键合方式有热键合、阳极键合和间质键合3大
类。 根据实验室条件，选择热键合对加工好的基片、盖片进行封接。 
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